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(54) Pteridinderivate als NO Synthase-Hemmer 

(57) Reridinderivat der Formel 




(I) 



wobei R 1( R 2 , R3, R4 unabhangig voneinander fur H Oder OH stehen, R 5 fur H, CH 3 , CH 2 OH Oder einen niederen Alkyl- 
rest (C1 bis C9) steht, der geradketlig Oder verzweigt sein kann, sowie fur (CH(OH)) n -Y Oder (CH(OH)) n -(CH 2 ) m -W, 
wobei Y Wasserstoff Oder ein niederer Alkylrest, W ein Wasserstoff oder eine Hydroxy Igruppe ist, und n und m unab- 
hangig voneinander 1 -20 sind, sowie tautomere und stereoisomere Formen von (I) und deren Salze. 
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Beschreibung 



[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Pteridinderivate und deren Verwendung aJs Pharmaka zur Behandlung von 
Erkrankungen, die mit einer erhdhten Aktivitat von Stickstoffmonoxidsynthasen einhergehen. 

[0002] Stickstoffmonoxidsynthasen katalysieren die Umwandlung von L-Arginin in L-Citrullin und Stickstoffmonoxid 
(NO). NO, Oder ein Reaktionsprodukt von NO mit z.B. Superoxid Oder Thiolen, ist fur eine Reihe wichtiger Reaktion im 
Korper verantwortlich, z.B. zur Abwehr von Pathogenen, zur Regulation des Blutdruckes, zur Ubertragung von Nerven- 
reizen. In Erkrankungen kann es zu einer Uberproduktion von Stickstoffmonoxid kommen, die mit den Symptomen der 
Erkrankung direkt in Zusammenhang gebracht werden kdnnen. Dazu zahlt z.B. der akute Blutdruckabfall wahrend sep- 
tischer Komplikationen oder wahrend Zytokinbehandlungen, die Entwicklung von Demenzsymptomen in Infektionen mit 
dem humanen Immunodefizienzvirus (HIV), in der Alzheimer'schen und der Parkinson'schen Erkrankung. In diesen 
und anderen Erkrankungen mit gesteigerter NO Produktion wird versucht, Pharmaka, die die NO-Synthase Reaktion 
hemmen kOnnen, als neue Therapeutika einzusetzen. 

[0003] Bisher bekannte Hemmer der NO-Synthasen sind Argininanaloga (z.B. N-Monomethyl-L-Arginin), Derivate 
von Aminoguanidinen, Thiocitrullin, Isothioharnstoff, Iminoethylomithin, 6-Nitroindazol, 7-Nitroindazol, das 4-Amino- 
Analogon des Tetrahydrobiopterin (H 4 aminobiopterin; Ref. 1), sowie andere Derivate von Pteridinen (DE4418096) und 
Tetrahydropteridinen (DE 4418097). 

[0004] Durch die Erfindung wird folgende neue Klasse von Pteridinen zur Verfugung gestelit: 




Ri- R 2- R 3. R 4 in Formel (I) stehen unabhangig voneinander fur H oder OH, R 5 steht fur H, CH 3> CH 2 OH oder einen 
niederen Alkylrest (C1 bis C9), der geradkettig oder verzweigt sein kann, sowie fur (CH(OH)) n -Y oder (CH(OH)) n - 
( CH 2)m-W, wobei Y Wasserstoff oder ein niederer Alkylrest, W ein Wasserstoff oder eine Hydroxylgruppe ist, und n und 
m unabhangig voneinander 1-20 sind. Die Erfindung umfaBt weiters alle tautomeren und stereoisomer Formen von 
(I), sowie deren Salze. 

[0005] Die Herstellung dieser noch nicht beschriebenen Verbindungen erfolgt nach bekannten Verfahren. Uberra- 
schend wurde gefunden, da3 7,8-Dihydropteridine ausgezeichnete Hemmer von NO-Synthasen sind, die in ihrer Wir- 
kung am Enzym den entsprechenden, bekannten Tetrahydroverbindungen gleichkommen. An intakten, kultivierten 
Zellen sind aber die Dihydroverbindungen deutlich wirksamer als die entsprechenden Tetrahydroderivate. Zusatzlich zu 
der im Vergleich zu den Tetrahydroderivaten hOheren chemischen Stabilitat ist ein weiterer Vorteil der Verwendung der 
Dihydroderivate darin zu sehen, daB mit weniger Schritten ein einheitliches Produkt hergestellt werden kann. Wahrend 
bei der Reduktion des entsprechenden "nicht-reduzierten", d.h. voll aromatischen Pteridins zur 5,6,7,8-Tetrahydrover- 
bindung ein Gemisch von Diasteromeren gebildet wird, da an C-6 ein neues chirales Zentrum entsteht, liefert die Her- 
stellung der 7,8-Dihydroverbindung ein einheitliches Produkt. Daher muB nicht der muhsame Weg der Trennung der 
Isomeren beschritten werden, urn nach der chemischen Reduktion eine einheitliche Verbindung zu erhalten. 

Ausfuhrunasbeispiel: 

Herstellung des 2A-diamino-7,8-dihydro-6(L-erythro-^ pteridin (H^aminobiopterin, R 1 = R^ = H R 0 

= R 4 = OH,R 5 = CH 3 ): 3 2 

[0006] Die entsprechende "nicht-reduzierte" Verbindung 2,4-Diamino-6-(L-ervtf7ro 1 ,2,-dihydroxylpropyl)pterin (Ami- 
nobiopterin) wird nach bekannten Vorschriften synthetisiert (Ref. 2 - 4). Davon ausgehend wird die 7,8-Dihydroverbin- 
dung nach der Methode von Futterman (Ref. 5) mit den Modifikationen von Fukushima & Akino (Ref. 6) hergestellt. 
Dazu werden 250 mg Aminobiopterin in 50 ml Wasser suspendiert. Nach der Zugabe von 1 g Na 2 S 2 0 4 wird die Sus- 
pension bei 60°C 40 Minuten lang inkubiert. Die LOsung wird dann auf ca 15 ml eingeengt und auf eine Zellulosesaule 
aufgetragen. Die Saule wird mit Wasser elui'ert unci die H^aniinbbib^enn-riaitigen Fral^onen werden bis zum Trocknen 
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lyophilisiert. So erhait man etwa 75 mg H 2 aminobiopterin. 

[0007] Zur Analyse der Verbindung eigne! sich z.B. Hochdruckflussigchromatographie mlt den folgenden experimen- 
tellen Parametern: Eine 250 mm lange lonenaustauschersaule mit 4,6 mm innerem Durchmesser (Partisil 10 SCX, 
Whatman, Maidstone U.K.) wird mit 50 mM Na 2 HP0 4 , pH = 3, und einer FluBrate von 1,5 ml/min eluiert. Die Verbin- 
dungen werden durch UV-Absorption bei 254 nm detektiert. Folgende Retentionszeiten werden beobachtet: 2,4-Dia- 
mino-6-(L-erytf7ro-1,2 dihydroxylpropyl)pteridin (Aminobiopterin; 5,0 min), 2,4-Diamino-7,8-dihydro-6-(L-eAyf/?ro-1.2 
dihydroxylpropyl)pteridin (H 2 aminobiopterin; 5,3 min), 2,4-Diamino-5,6,7,8-tetrahydro-6R-(L-e/y//7ro-1 ,2 dihydroxypro- 
pyl)pteridin (6R H 4 aminobiopterin; 5,6 min), 2,4-Diamino-5,6,7,8-tetrahydro-6S-(L-eryf/?ro-1,2 dihydroxylpropyl)pteri- 
din (6S H 4 aminobiopterin; 6,4 min). 

[0008] Zum Nachweis der Wirkung der Hemmstoffe eignet sich z.B. rekombinante, neuronale, Tetrahydrobiopterin- 
freie NO-Synthase, welche nach der Methode von List et al. 1996 (Ret. 7) hergestellt wird. Die NO-Synthaseaktivitat 
wird dabei in Abhangigkeit von der Zugabe des NO-Synthase-Hemmstoffes durch die Bildung von [2,3,4,5- 3 H]Citrullin 
aus [2,3,4,5- 3 H]Arginin nach der Methode von Mayer et al. (Ref. 8) bestimmt. Dazu wird in 0.1 ml folgendes Gemisch 
fur 10 min bei 37°C inkubiert: 0.1 \ig NO-Synthase, 0.1 mM [2,3,4, 5- 3 H]-L-Arginin (ca. 60000 cpm), 0.5 mM CaCI 2 , 10 
jig/ml Calmodulin, 0.2 mM NADPH (Nicotinamidadenindinukleotid, reduzierte Form), 10 ^iM Tetrahydrobiopterin, 0- 
1000 uM NO-Synthase- Inhibitor (z.B. H 2 aminobiopterin), 5 uM FAD (Ravinadenindinucleutid), 5 jiM FMN (Flavinmo- 
nonucleotid), und 0.2 mM CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethyl-amonio]-1-propansulfonat). Die Reaktion wird 
durch Zugabe von 0.9 ml 20 mM Natriumacetatpuffer, pH = 5,5, der 1 mM L-Citrullin enthait, gestoppt. Das Gemisch 
wird anschlieBend auf lonenaustauschersSulen, die mit dem Material DOWEX AG50W-X8 gefullt sind, aufgetragen, 
und das Eluat sowie die Waschfliissigkeit (1 ml Wasser) werden aufgefangen. 7 ml Scintillationscocktail werden zuge- 
geben und die Radioaktivitat, die ein MaB fur die NO-Synthaseaktivitat ist, wird mit einem Szintillationszahler bestimmt. 
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Vergleich der Wirksamkeit von H 2 aminobiopterin (Rt = R 3 = H, R 2 = R 4 = OH, R 5 = CH 3 ), 
H 4 aminobiopterin und Beispiel 72 aus DE4418097 an rekombinanter, Tetrahydrobiopterin- 

freier NO-Synthase 


30 


Inhibitor 


Konzentration (uM) 


NO-Synthase -Aklivitat 
(nmol.mg" 1 min" 1 ) 


Hemmung (%) 




Keiner 




295 


0 




H 2 aminobiopterin 


0.01 


294 


0.3 




H 2 aminobiopterin 


0.1 


283 


4 


35 


H 2 aminobiopterin 


1.0 


242 


18 




H 2 aminobiopterin 


10. 


110 


64 




H 2 aminobiopterin 


100. 


48 


83 


40 


H 2 aminobiopterin 


1000. 


25 


92 




Keiner 




298 


0 




H 4 aminobiopterin 


0.01 


279 


6 


45 


H 4 aminobiopterin 


0.1 


262 


12 


H 4 aminobiopterin 


1.0 


181 


39 




H 4 aminobiopterin 


10. 


72 


76 




H 4 aminobiopterin 


100. 


35 


88 


50 


H 4 aminobiopterin 


1000. 


24 


92 




Keiner 




334 


0 




DE 4418097-72 


0.01 


325 
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55 


DE 4418097-72 


0.1 


318 
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DE 4418097-72 


1.0 


306 
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Vergleich der Wirksamkeit von H 2 aminobiopterin (R, = R 3 = H, R 2 = R 4 = OH, R 5 = CH 3 ), 
H 4 aminobiopterin und Beispiel 72 aus DE4418097 an rekombinanter, Tetrahydrobiopterin- 

freier NO-Synthase 




Inhibitor 


Konzentration (uM) 


NO-Synthase -Aktivitat 
(nmol.mg* 1 min' 1 ) 


Hemmung (%) 




DE 4418097-72 


100. 


274 


18 


10 


DE 4418097-72 


1000. 


136 


60 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



[0009] Tabelle 1 zeigt, da6 H 2 aminobiopterin das Enzym in der gleichen Gr63enordnung hemmen kann wie der beste 
bisher bekannte Hemmer der NO-Synthase auf Pteridinbasis, 6R-H 4 aminobiopterin. Uberdies ist die Verbindung 
wesentlich wirksamer als bisher patentierte Hemmer der NO-Synthase auf Pteridinbasis, wie der Vergleich mit Beispiel 
72 aus DE 441 8097 zeigt. 

[0010] Zum Nachweis der Wirksamkeit einer Verbindung der vorliegenden Erfindung an kultivierten Zellen wurden 
Mausfibroblasten nach Werner-Felmayer et al., (Ref. 9) gewonnen und in RPMI 1640 Medium (Schoeller Pharma, 
Wien, Osterreich) mit 20% Hitze-inaktiviertem fotalem Kalberserum (Schoeller Pharma) in einer Dichte von 10 5 Zellen 
pro ml ausgesat und mit 50 U/ml Mause-lrrterferongamma, 100 U/ml Tumornekrose Faktor- Alpha und 1 ug/ml Lipopo- 
lysaccharid (E. coli B55:05) in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von Hemmstoffen kultiviert. Nach 96 h im 
Brutschrank (100% Luftfeuchtigkeit, 37°C, 5% C0 2 ) werden die UberstSnde gesammelt und mit der Griess-Reaktion 
auf ihren Gehalt an Nitrit, einem Abbauprodukt von NO, analysiert. Die folgende Tabelle 2 zeigt einen Vergleich von 
H 2 aminobiopterin (R-j = R 3 = H, R 2 = R 4 = OH, R 5 = CH 3 ), H 4 aminobiopterin und Beispiel 72 aus DE 4418097: 

Tabelle 2 



Vergleich von H 2 aminobiopterin (R 1 = R 3 = H, R 2 = R 4 = OH, R 5 = CH 3 ), 
H 4 aminobiopterin und DE 4418097-72 an kultivierten, cytokin -stimuli ert en Mausfibrobla- 
sten: 


Inhibitor 


Konzentration (^M) 


Nitrit im Oberstand (uM) 


Hemmung (%) 


Keiner 




9.5 


0 


H 2 aminobiopterin 


2.5 


6.2 


35 


H 2 aminobiopterin 


10 


2.1 


78 


H 2 aminobiopterin 


25 


0.1 


99 


H 2 aminobiopterin 


100 


0.0 


100 


H 2 aminobiopterin 


250 


0.0 


100 


Keiner 




10.0 


0 


H 4 aminobiopterin 


2.5 


9.3 


7 


H 4 aminobiopterin 


10 


6.4 


36 


H 4 aminobiopterin 


25 


3.8 


62 


H 4 aminobiopterin 


100 


0.4 


96 


H 4 aminobiopterin 


250 


0.02 


99 


Keiner 




9.8 


0 


DE 4418097-72 


2.5 


9.8 


0 


DE 4418097-72 


10 


9.1 


7 


DE 4418097-72 


25 


8.6 


12 


DE 4418097-72 


100 


5.8 


41 


DE 4418097-72 


250 


1.8 


82 
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[001 1 ] Tabelle 2 zeigt War, daB H 2 aminobiopterin an kultivierten Zellen deutlich wirksamer ist als bisher bekannte Pte- 
ridinderivate. 

[0012] Die Dosierung der Hemmstoffe mit der Formel (I) kann in einem weiten Bereich schwanken. Therapeutisch 
eingesetzt werden Konzentrationen etwa 20 bis 100 fiM, sowie etwa 1 bis 100 mg/kg, entweder oral Oder als Bolusin- 
jektion (etwa 2-30 mg/kg), als Depot Oder ats kontinuierliche Infusion (etwa 0.2 - 3 mg/kg/h). Als Vehikel fur orale Gabe 
eignen sich z.B. Tabletten die 5-20% Wirkstoff, gemeinsam mit einer aquimoler Menge L-Ascorbinsaure, einer halben 
aquimolaren Menge N-Acetylcystein und dem Rest pharmazeutische Hilfsstoffe enthalten. Praparate kOnnen auch 
Gemische von verschiedenen Verbindungen der Erfindung enthalten. 

[0013] Verschiedene Krankheitsbilder konnen verschieden auf Veranderungen im NO Spiegel bzw. der NO Synthase 
Aktivitat reagieren. Asthma. z.B., kann durch eine relative geringfugige (5-10%ige) Verringerung der NO Spiegel bzw. 
der NO Synthaseaktivitat deutlich verbessert werden, wahrend z.B. die AbschwSchung neurologischer Degenerationen 
mehr als 20% Hemmung der NO Synthaseaktivitat bzw. Senkung der NO Spiegel erfordern kann. 
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(I) 



wobei Rt , R 2 , R 3 , R 4 unabhSngig voneinander fur H oder OH stehen. R 5 fur H, CH 3 , CH 2 OH Oder einen niederen 
Alkylrest (C1 bis C9) steht, der geradkettig Oder verzweigt sein kann. sowie fur (CH(OH)) n -Y oder (CH(OH)) n - 
55 (CH2) m -W, wobei Y Wasserstoff oder ein niederer Alkylrest, W ein Wasserstoff oder eine Hydroxylgruppe ist, und 
n und m unabhSngig voneinander 1-20 sind, sowie tautomere und stereoisomer Formen von (I) und deren Salze. 

2. Pteridinderivat nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG R 5 fur Methyl, R 3 fur Wasserstoff. R 4 fur Hydroxy!, 
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R 2 fur Hydroxyl und RjJur Wasserstoff.oder Hydroxyl stehen. 

3. Arzneimittel dadurch gekennzeichnet, daG es ein Pteridinderivat nach Anspruch 1 Oder 2 als Wirkstoff errthSlt. 

5 4. Verwendung eines Pteridinderivates nach Anspruch 1 oder 2, zur Herstellung eines Heilmittels gegen eine Krank- 
heit, die mit gesteigerter NO-Erzeugung verbunden ist. 
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